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RESUMEN
La acidosis es una característica del microambiente 
inflamatorio presente en situaciones de injuria vascular, 
tumor, aterosclerosis y enfermedades inflamatorias pulmo-
nares. Las plaquetas además de ser elementos claves en la 
hemostasia y la trombosis, también juegan un rol impor-
tante en estas patologías. En estudios previos mostramos 
que el descenso del pH apaga las funciones hemostáticas 
de las plaquetas y promueve respuestas inflamatorias 
mediadas por la expresión de P-selectina en la superficie 
plaquetaria. En este trabajo estudiamos los mecanismos 
moleculares involucrados en estos procesos. Mientras la 
fosforilación de algunas moléculas involucradas en la acti-
vación plaquetaria (Src, Akt y ERK) fue significativamente 
inhibida en acidosis, la activación de p38 o NFκB no fue 
modificada o aumentó respectivamente, con el descenso del 
pH. El incremento en la expresión de P-selectina observado 
en acidosis se mantuvo en presencia de inhibidores de Src 
(PP1), PI3K/Akt (Ly294002) y ERK (U0126). Este fenómeno 
tampoco fue modificado por la incubación individual de 
las plaquetas con bloqueantes de p38 (SB203580) o NFκB 
(Ro1069920), pero sí disminuyó significativamente ante la 
presencia simultánea de ambos inhibidores. En concor-
dancia con el aumento en la expresión de P-selectin, la 
formación de agregados plaquetas-leucocitos, así como la 
migración de leucocitos en presencia de plaquetas, aumen-
tó en acidosis y ambos fenómenos fueron revertidos por la 
presencia conjunta de SB203580 y Ro1069920. 
Estos resultados indican que las respuestas inflama-
torias mediadas por plaquetas en condiciones de acidosis 
requieren la activación simultánea de p38 y NFκB y plan-
tean la posibilidad de nuevos blancos terapéuticos para 
el tratamiento de la inflamación. 
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SUMMARY
Acidosis is one of the hallmarks of the inflamma-
tory microenvironment present in situations of vas-
cular injury, tumor, atherosclerosis and inflammatory 
lung diseases. In addition to its key role in hemostasis 
and thrombosis, platelets also play an important role 
in these pathologies. Our previous studies showed 
that acidosis dampens platelet haemostatic functions, 
and promotes inflammatory responses mediated by 
P-selectin expressed on the platelet surface. In this 
study we examined the molecular mechanisms in-
volved in these processes. While phosphorylation of 
some molecules involved in platelet activation (Src, 
Akt y ERK) was significantly inhibited by acidosis, 
the activation of p38 or NFκB was not modified or 
even increased respectively, with the decrease in pH. 
The increased expression of P-selectin observed in 
acidosis remained in the presence of inhibitors of Src 
(PP1), PI3K/Akt (Ly294002), and ERK (U0126).  In ad-
dition, this phenomenon was not modified by platelets 
incubation with blockers of p38 (SB203580) and NFκB 
(Ro1069920), but decreased significantly in the simul-
taneous presence of both inhibitors. Accordingly with 
the augmented P-selectin expression, the formation 
of platelet-leukocyte aggregates, as well as leukocyte 
migration in the presence of platelets, were increased 
by acidosis and both cellular processes were reversed 
by the combined presence of SB203580 or Ro1069920. 
Together, these results indicate that inflammatory 
responses mediated by platelet in acidic conditions 
require simultaneous activation of p38 and NFκB, and 
raise the possibility of new therapeutic targets for the 
treatment of inflammation.
Key words: platelets, p-selectin, inflammation, 
acidosis 
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INTRODUCCIÓN 
El mantenimiento del pH intracelular es esencial 
para la homeostasis celular ya que numerosos pro-
cesos vitales dependen de esta característica. El pH 
normal de la sangre es aproximadamente 7.41, sin 
embargo, las plaquetas pueden estar expuestas a con-
diciones acídicas en una gran variedad de patologías 
incluyendo aterosclerosis, isquemia, enfermedades 
infecciosas, como así también artritis reumatoidea, 
asma y tumores2-5. Las plaquetas, además de ser ele-
mentos claves en la hemostasia y la trombosis, tam-
bién juegan un rol importante en la patogénesis de 
estas enfermedades6. Los primeros estudios sobre el 
efecto del pH ácido en la fisiología plaquetaria datan 
de tres décadas atrás y sólo han tenido como objetivo 
definir las condiciones óptimas para la técnica de 
agregación plaquetaria y el manejo de concentrados 
plaquetarios con fines transfusionales7-9. Sin embar-
go, no se conoce de qué manera el descenso del pH 
modula las respuestas inflamatorias mediadas por 
las plaquetas. En este contexto, nuestros estudios 
previos demostraron que el pH ácido inhibe la fun-
ción hemostática de las plaquetas, pero promueve 
las respuestas inflamatorias mediadas por la P-
selectina expresada en la superficie,  incluyendo la 
interacción plaqueta-leucocitos, plaqueta-endotelio 
y la migración leucocitaria10. En este trabajo nos 
propusimos profundizar estos hallazgos evaluando 
los mecanismos moleculares involucrados en las 
respuestas inflamatorias mediadas por plaquetas 
en acidosis. 
MATERIALES Y MÉTODOS
Obtención de muestras. Las plaquetas y los leu-
cocitos polimorfonucleares (PMN) se obtuvieron de 
sangre periférica anticoagulada con citrato de sodio 
(3,8%),  proveniente de dadores voluntarios sanos 
concurrentes al Hospital Juan A. Fernández, que 
no hubiesen tomado ninguna medicación 10 días 
previos a la extracción. Los procedimientos realiza-
dos así como también el consentimiento informado 
otorgado por los dadores fueron aprobados por el 
Comité de Ética de la Academia Nacional de Me-
dicina y por el Hospital Fernández. Purificación de 
plaquetas, condiciones de acidosis y estimulación. 
El plasma rico en plaquetas (PRP) fue centrifugado 
en presencia de prostaciclina (PGI2, Cayman Chemi-
cal) (75nM). Luego del lavado, las plaquetas fueron 
resuspendidas a 4x105 plaquetas/μl e incubadas en 
buffer Tyrode a pH 7.4, 7.0 y 6.5 (15 min) previamen-
te ajustado con el agregado de HCl isotónicamente. 
Las plaquetas fueron incubadas con CaCl2 (1 mM, 1 
min) y estimuladas con trombina (0.05U/ml, 5 min) 
(Enzyme Research Laboratories)10. Inmunoblot. Las 
plaquetas estimuladas a los distintos pH fueron li-
sadas y la activación de las quinasas Src, Akt, ERK 
y p38, se determinó por Westen blot  mediante el 
empleo de anticuerpos que reconocen específica-
mente los sitios de fosforilación activos de dichas 
moléculas (Santa Cruz Biotechnology). La activación 
de NFκB fue determinada de manera indirecta por la 
degradación de su inhibidor IkBα (anticuerpo de BD 
Biosciences). Las membranas fueron escaneadas en 
un Scan ColorPage-Vivid 1200XE #2 y cuantificadas 
con el software GEL-PRO analyzer 3.1. Inhibición 
farmacológica. Las plaquetas lavadas fueron pre-in-
cubadas durante 30 min con bloqueantes irreversibles 
de distintas vías de activación plaquetaria incluyen-
do quinasas Src (PP1, 5μM), PI3K/Akt (Ly294002, 
10μM), ERK (U0126, 10μM), p38 (SB203580, 25μM) o 
NFkB (Ro1069920, 3μM) (BD Biosciences). Luego, las 
plaquetas fueron centrifugadas en presencia de PGI2 
(75nM) y resuspendidas en buffer Tyrode a pH 7.4, 
7.0 y 6.5 (15 min) y estimuladas con trombina (0.05U/
ml, 5 min)  en presencia de CaCl2 (1mM). Expresión 
de P-selectina. Las plaquetas pre-incubadas con los 
inhibidores y estimuladas a los distintos pH fueron 
fijadas con paraformaldehido (PFA) (1%) y marcadas 
con el anticuerpo CD62P-FITC (anti-P-selectina) o 
con su respectivo isotipo (BD Biosciences). La expo-
sición de P-selectina en la superficie plaquetaria fue 
determinada por citometría de flujo10. Purificación de 
PMN y condiciones de acidosis. Luego de la extrac-
ción del PRP, los PMN fueron aislados mediante un 
gradiente de Ficoll-Hypaque 1.077 g/cm3 (Sigma) y 
posterior sedimentación con dextrán 6% (Pharmacia). 
Después de la lisis de los glóbulos rojos, los PMN se 
resuspendieron en buffer Tyrode a pH 7.4, 7.0 o 6.5 y 
se ajustaron a una relación PMN-plaquetas (1:40)10. 
Respuestas inflamatorias mediadas por plaquetas. 
Las plaquetas tratadas con bloqueantes de NFκB 
(Ro1069920) y p38 (SB203580), lavadas y resuspendi-
das en los distintos pH, fueron incubadas con PMN 
y luego estimuladas o no con trombina (0.05 U/
ml, 5 min). Las muestras fueron fijadas y marcadas 
con los anticuerpos específicos de plaquetas y PMN 
(CD61-PE y CD45-FITC, respectivamente, BD Bios-
ciences) y se determinó la formación de agregados 
por citometría de flujo. El porcentaje de agregados 
plaquetas-PMN fue calculado como eventos CD45+/
CD61+ dentro de la población de CD45+. La quimio-
taxis de PMN fue inducida por el péptido bacteriano, 
fMLP-1, en una cámara de migración estática y luego 
de la tinción con hematoxilina/eosina se determinó 
por microscopía, el número de PMN que migraron 
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a través de una membrana de policarbonato ubicada 
en el interior de la cámara10. Análisis estadístico. Los 
resultados fueron expresados como la Media±EE y 
analizados mediante ANOVA empleando el test de 
comparaciones múltiples Newman-Keuls. Valores 
de P < 0.05 fueron considerados estadísticamente 
significativos.
RESULTADOS
Efecto de la acidosis en las vías de señalización 
involucradas en la activación plaquetaria 
Durante el proceso de activación plaquetaria se 
fosforilan diversas moléculas incluyendo las quinasas 
Src, el eje PI-3K/Akt, y las quinasas p38 y ERK, am-
bas miembros de la familia de las proteínas quinasas 
activadas por mitógenos (MAPK) (11). Considerando 
que este fenómeno cumple un papel principal en la 
transducción de señales en las plaquetas, se evaluó 
el efecto de la acidosis en la activación de dichas 
proteínas mediante Western blot. A diferencia de las 
plaquetas en reposo, las formas fosforiladas de Src, 
Akt, ERK y p38 fueron detectadas en las plaquetas 
estimuladas con trombina a pH fisiológico. La fos-
forilación de  Src, Akt, ERK pero no la de p38 fue 
significativamente inhibida por el descenso del pH 
(Figura 1).
Las plaquetas a pesar de ser células anucleadas, 
expresan al factor de transcripción NFκB, molécula 
crítica en la regulación de la transcripción de pro-
teínas inflamatorias12. Si bien el rol no genómico de 
esta molécula no ha sido completamente dilucidado, 
nuestro grupo y otros  han demostrado que participa 
en diversas respuestas de activación plaquetaria13, 
14. De esta manera, en los siguientes experimentos 
evaluamos el efecto de la acidosis en la activación del 
NFκB plaquetario. En condiciones de reposo, el NFκB 
se encuentra en el citosol en forma inactiva formando 
un complejo con su inhibidor la proteína IκBα. Como 
se observa en la Figura 1, mientras que en las pla-
quetas no activadas se detectó la presencia de IκBα, 
los niveles de esta proteína disminuyeron luego del 
agregado de trombina debido a la degradación de 
esta molécula. Este fenómeno fue significativamen-
te mayor con el descenso del pH indicando que la 
acidosis promueve la activación del NFκB mediada 
por trombina.  
Mecanismos moleculares involucrados en el 
aumento  de la expresión de P-selectina y en las 
respuestas inflamatorias asociadas en acidosis 
Habiendo demostrado que la acidosis regula dife-
rencialmente las vías de señalización involucradas en 
el activación plaquetaria y con el fin de caracterizar 
los mecanismos que regulan el aumento de P-selec-
tina en medio ácido, en los siguientes experimentos 
se determinó por citometría de flujo, la expresión de 
P-selectina en plaquetas pre-incubadas con inhibido-
res de las diferentes vías de señalización. Si bien cada 
inhibidor fue capaz de disminuir parcial y significati-
vamente la expresión de P-selectina comparado con el 
control sin droga (Figura 2),  la inhibición de Src, Akt 
y ERK  no tuvo efecto sobre el aumento de P-selectina 
observado en acidosis, indicando que estas vías no 
estarían involucradas en este fenómeno. Además, la 
inhibición individual de p38 y NFκB tampoco fue 
capaz de revertir el aumento de P-selectina en aci-
dosis. Sin embargo,  considerando que en un trabajo 
previo demostramos que la acción conjunta, pero no 
individual, de p38 y NFκB modula la expresión de P-
selectina en condiciones inflamatorias15, repetimos los 
experimentos bloqueando simultáneamente ambas 
vías. En la Figura 2 se puede observar que el aumento 
de P-selectina mediado por la acidosis fue totalmente 
Fig. 1.– Efecto de la acidosis en las vías de señalización plaquetarias. Las plaquetas estimuladas con trombina a los distintos pH fueron lisadas y se 
determinó por Western blot la activación de las quinasas Src, Akt, ERK y p38 por fosforilación, y la de NFκB por la degradación de su inhibidor 
IkBα. La intensidad de densidad óptica (DOI) de las bandas en las membranas fue cuantificada con un software y relativizada a actina como control 
de carga. El gráfico de barras muestra el promedio ± EE de la densitometría de bandas correspondientes a las plaquetas estimuladas (n=3, t p< 0,05 
vs. No estimulado; *p <0.05 vs. pH 7.4; #p <0.05 vs. pH 7.0).
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Fig. 2.– Inhibición de la expresión de P-selectina. Las plaquetas fueron pre-incubadas con inhibidores de las vías de señalización indicadas, lavadas, 
expuestas a los distintos pH y estimuladas. Se procedió a la marcación de P- selectina en la superficie plaquetaria y al análisis por citometría de flujo 
(n=4, t p< 0,05 vs. No estimulado; *p < 0.05 vs pH 7.4; §p < 0.05 vs sin inhibidor).
Fig. 3.– Respuestas inflamatorias mediadas por plaquetas en acidosis. Las plaquetas fueron pre-incubadas o no con bloqueantes de p38 y NFκB, 
lavadas, expuestas a los distintos pH, incubadas con leucocitos PMN y luego estimuladas o no con trombina. A) La formación de agregados plaqueta 
(Plq)-PMN fue determinada por citometría de flujo (n=5). B) La quimiotaxis de PMN en presencia de plaquetas fue determinada en una cámara de 
migración estática y cuantificada por microscopía (n=5, t p< 0,05 vs. Sin estimular; *p < 0.05 vs. pH 7.4; §p < 0.05 vs Sin inhibidor).
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revertido en plaquetas pre-tratadas conjuntamente 
con inhibidores de p38 y NFκB.
Una de las principales respuestas inflamatorias 
mediadas por la expresión de P-selectina en la mem-
brana plaquetaria es favorecer el reclutamiento de 
leucocitos al foco inflamatorio. Este proceso secuen-
cial implica adhesión de plaquetas al endotelio, inte-
racción plaqueta-leucocito, y migración de leucocitos 
circulantes hacia los tejidos6. Dado que previamente 
mostramos que, en concordancia con la expresión 
de P-selectina, la formación de agregados plaqueta-
leucocitos y la migración de leucocitos en presencia 
de plaquetas activadas,  aumentan significativamen-
te a pH 7.0 y 6.5 analizamos el rol de p38 y NFκB 
plaquetarios en estos fenómenos. Como se observa 
en la Figura 3, el aumento tanto en la generación de 
agregados mixtos como en la migración de leucocitos 
en medio acídico, fue completamente  prevenido por 
el bloqueo de p38 y NFκB. 
DISCUSIÓN
Recientemente analizamos la funcionalidad de 
las plaquetas en un microambiente acídico. En este 
contexto, demostramos que el pH ácido inhibe la fun-
ción hemostática de las plaquetas pero, promueve las 
respuestas inflamatorias mediadas por la P-selectina 
expresada en la superficie plaquetaria10. En el presen-
te trabajo describimos los mecanismos moleculares 
responsables de gatillar dichos procesos. Demos-
tramos que la acidosis modula diferencialmente las 
vías de señalización involucradas en la activación 
plaquetaria inhibiendo la fosforilación de las quinasas 
Src, Akt y ERK, pero sin modificar la activación de 
p38 o aumentando la de NFκB. Interesantemente, la 
inhibición conjunta de p38 y de NFκB suprimió el 
aumento en la expresión de P-selectina plaquetaria 
en acidosis, como así también las respuestas infla-
matorias mediadas por esta molécula, incluyendo 
la interacción plaqueta-leucocito y la migración de 
leucocitos. Estos hallazgos indican que ambas molé-
culas serían las vías de señalización responsables de 
amplificar las respuestas  inflamatorias mediadas por 
plaquetas en condiciones de acidosis.
Dado que las plaquetas contribuyen a la pato-
génesis de diversas enfermedades caracterizadas 
por un microambiente inflamatorio a través de la 
P-selectina, se ha postulado a esta molécula como 
blanco terapéutico de dichas enfermedades6, 16. En 
este contexto, en la última década se han diseñado 
diversos inhibidores incluyendo anticuerpos y pép-
tidos bloqueantes del ligando de esta selectina, que 
se encuentran en etapa pre-clínica o en fase I-II de 
desarrollo16. Sin embargo, existen diversos desafíos 
en la implementación de antagonistas de P-selectina 
que incluyen dificultades técnicas para la síntesis 
de dichas moléculas16, discrepancias observadas 
entre estudios clínicos y pre-clínicos17, y escasa in-
formación acerca de efectos adversos y diversidad 
de enfermedades a tratar debido a la incipiente 
aparición de estas drogas. Además de bloquear  la 
acción de esta molécula, otra potencial estrategia 
sería evitar su expresión para lo cual resulta indis-
pensable un profundo conocimiento de las vías de 
señalización que regulan este proceso, no solamente 
en condiciones fisiológicas sino particularmente en 
situaciones patológicas. En este contexto, nuestros 
resultados demuestran que la activación conjunta 
de p38 y NFκB son las responsables del aumento 
de la expresión de P-selectina plaquetaria y de las 
respuestas inflamatorias mediadas por esta molécula 
en condiciones de acidosis extracelular. Si bien estos 
resultados deberán ser extendidos a modelos in vivo, 
sugieren que estas moléculas podrían ser conside-
radas en futuros estudios como posibles blancos te-
rapéuticos de patologías inflamatorias relacionadas 
con la activación de plaquetas.
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